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摘要 : 为 了 建立 蝶 师 金 小 蜂 Preromalus puparum 毒液 抑制 寄主 血细胞 免疫 活性 组 分 合适 的 分 离 纯 化 方法 ,就 等 电 点 
沉淀 法 、 乙 醇 沉淀 法 .75% 硫 酸 铵 沉淀 法 .75% 人 硫酸 铵 沉淀 法 +40C 加 热处理 法 ,以 及 75% 硫 酸 铵 沉淀 法 分 别 与 3 种 
不 同 滤 膜 的 分 子 大 小 截留 法 的 组 合 等 7 种 方法 对 毒液 蛋白 分 离 效 果 及 活性 的 影响 进行 了 比较 。 结 果 表 明 : 等 电 点 
沉淀 法 获得 的 组 分 抑制 寄主 菜 粉 蝶 Pieris rapae 离 体 血细胞 延展 和 包 训 的 活性 最 强 ,乙醇 沉淀 法 次 之 ,75% 人 硫酸 金 
匈 淀 法 最 弱 。 从 蛋白 组 分 的 SDS-PAGE 图 谱 来 看 ,等 电 点 沉淀 法 获得 毒液 组 分 相对 最 纯 , 仅 有 3 条 主要 谱 带 ,分 子 
量 大 小 在 45 ~ 116.2 kDa 范围 内 ; 乙醇 沉淀 法 次 之 ,有 5 条 主要 谱 带 ,分 子 量 大 小 在 24 ~ 116.2 kDa 范围 内 ; c E 
沉淀 法 的 谱 带 组 成 与 毒液 蛋白 粗 提 液 相似 。3 种 分 子 大 小 截留 法 获得 的 毒液 组 分 的 活性 分 析 表 明 , 强 活性 组 分 分 
子 量 大 小 可 能 都 大 于 100 kDa。 综 合 认 为 ,7 种 方法 中 以 等 电 点 沉淀 法 提取 分 离 蝶 肾 金 小 蜂 毒 液 蛋 白 相 对 为 最 适 。 
关键 词 : 蝶 肾 金 小 蜂 ; E: 毒液 ; 分 离 ; 血细胞 延展 ; Zl fe E), 3 
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Comparison of different methods for extraction and isolation of venom 
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proteins from Pteromalus puparum (Hymenoptera: Pteromalidae) 

WU Ma-Li, ZHU Jia-Ying; HU Cui; YE Gong-Yin' (Institute of Insect Sciences; Zhejiang University; 
Hangzhou 310029, China? 

Abstract: For developing a suitable isolation and purification method of Pteromalus puparum venom proteins 
with the activity to inhibit host hemocyte spreading and encapsulation» seven methods; namely; isoelectric 
precipitation ethanol precipitation: 75% ammonium sulphate precipitation; 75% ammonium sulphate 
precipitation combined with heating at 40*C;. 7596 ammonium sulphate precipitation combined with three 
different centrifugal size exclusion membranes ( molecular weight cut-off exclusion limit: 10; 50 and 100 
kDa), were compared. The results indicated that the isoelectric precipitated fractions had the highest activity 
to inhibit the spreading and encapsulation of host Pieris rapae hemocytes in vitro» the ethanol precipitated 
fractions acted the second; while 75% ammonium sulphate precipitated fractions showed the lowest. The 
results of SDS-PAGE analysis demonstrated that the purity of the isoelectric precipitated fractions was the 
highest with only three main protein bands with apparent molecular masses ranging from 45 to 116.2 kDa; the 
ethanol precipitated fractions showed five main protein bands with apparent molecular masses ranging from 24 to 
116.2 kDa» and the protein profiles of ammonium sulphate precipitated fractions had nearly identical protein 
profiles as crude venom. To compare the activity of venom fractions from three different centrifugal size 
exclusion membranes; the molecular weight of the fractions with higher activity might be more than 100 kDa. It 
is concluded that the method of isoelectric precipitation is relatively most suitable among the seven tested 
methods for isolation of P. puparum venom. 

Key words: Pteromalus puparum: Pieris rapae; venom; isolation;  hemocyte spreading: hemocyte 
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11 期 吴 玛 莉 等 : WEAN SE EEE N EE 








不 同 提取 分 离 方 法 的 比较 1145 





























寄生 蜂 毒 液 含有 丰富 的 重 白 质 ` 肽 和 酶 类 , 能 单 
独 或 辅助 其 他 上 肉 蜂 携带 因子 如 多 分 DNA 病毒 和 卵 
巢 和 蛋白 抑制 寄主 血细胞 免疫 或 调控 寄主 生长 发 育 
等 ,以 确保 寄主 体内 微 环境 有 利于 其 子 代 生存 与 发 
育 〈 Beckage and Gelma, 2004; Asgari» 2006; 
Pennacchio and Strand，2006)。 根 据 文献 统计 (截至 
2007 E), 已 有 2 种 姬 蜂 、4 种 昔 蜂 、1 种 环 腹 瘦 蜂 和 
1 种 金 小 蜂 的 毒液 组 分 及 其 性 质 得 到 不 同 程度 的 研 
究 (Moreau and Guillot，2005; Asgari，2007; 朱 家 颖 
等 ，2008), 但 目前 仅 在 寄生 黑 腹 果 蝇 ( Drosophila 
melanogaster 的 匙 胸 瘦 蜂 Leptopilina boulardi ( Labrosse 
et ol .，2005a，2005b) 和 寄生 菜 粉 蝶 Pieris rapae 幼 
TT] TA L d 2A CE Cotesia rubecula (Zhang et al.， 
2006) 的 毒液 中 发 现 了 具有 抑制 寄主 细胞 免疫 的 组 
分 。 其 原因 主要 一 方面 在 于 没有 建立 起 毒液 的 高 效 
分 离 纯 化 方法 , 男 一 方面 毒液 本 身 的 微量 性 也 使 分 
离 纯 化 和 活性 验证 增加 了 难度 。 为 此 ,我 们 在 已 经 
明确 菜 粉 蝶 肾 期 寄生 蜂 蝶 肾 金 小 蜂 Pteromalus 
puparum 毒液 基本 生化 性 质 与 生理 活性 CCai et al.， 
2004: 张 忠 等 , 2004; Zhang et al.» 2005: Zhu et al .， 
2008) 的 基础 上 ,重点 比较 该 蜂 毒 液 分 离 提纯 的 7 种 
方法 , 以 为 进一步 纯化 并 验证 毒液 中 具有 抑制 寄主 
血细胞 免疫 的 活性 组 分 呐 定 基础 。 







































































































































































































































































1 材料 和 方法 


1.1 WA 

蝶 师 金 小 蜂 系 实验 室 种 群 , H 1998 年 于 人 工 气 
f x O5 x 1C, RH 7596, L:D 2 14:10) 饲 养 至 今 。 
菜 粉 蝶 采 自 杭 州 郊区 ,成 虫 置 室外 放 有 盆栽 甘蓝 的 
pU Ji ZE s; 80 目 尼 龙 纱 的 产 卵 笼 (3m x 2m x 3 m) 
内 产 卵 , 任 其 产 卯 于 甘蓝 叶片 上 并 孵化 。 幻 虫 旷 化 
后 仍 留 在 盆栽 甘 蓝 上 取 食 ,生长 至 3 龄 时 收集 到 人 
工 气候 室内 继续 以 甘蓝 叶片 饲养 , 直至 化 晴 。 所 用 
甘蓝 及 其 叶片 均 移 栽 或 采 至 不 用 任何 化 学 农药 的 网 
室 大 棚 内 。 蝶 肾 金 小 蜂 始终 饲养 保育 于 上 述 条 件 人 
工 气 候 室内 。 羽 化 后 ,成 蜂 按 1:2 的 肉 雄 比 转移 至 
附 有 一 个 芯 透 20% 蜂 蜜 水 脱脂 棉 球 的 “子弹 形 ” 大 
玻璃 管 中 , 管 口 扎 以 纱布 , 任 其 取 食 、 交 配 ,3 d 后 用 
于 接 蜂 。 接 蜂 时 , 先 把 化 肾 12 h 内 的 菜 粉 蝶 肾 放 入 
1.8 cm x 8.2 cm 的 指 形 管 内 ,每 管 1 头 , 然 后 接 入 
羽化 后 3 d Hafn animes 1 A, 以 棉花 
口 ,观察 并 标记 被 寄生 的 肾 , 并 置 于 人 工 气 候 室内 饲 
养 至 子 峰 羽化 。 子 蜂 置 “子弹 形 ” 大 玻璃 管内 , 饲 以 

























































































































































































2090 VE SE ZK , DE SEU HH o 
1.2 ”毒液 蛋白 的 提取 及 分 离 纯 化 
1.2.1 毒 蛋白 提取 : 在 解剖 镜 下 ,于 OCIA E f 
18 300 头 左右 发 育 5 d EI mi p E, 
30 uL 20 mol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 0(PBS)CpH 7.2) 中 研 
磨 ,4%C 下 以 12 000 r/min 离心 15 min; FYE, MR 
上 清 备 用 。 
1.2.2 等 电 点 沉淀 法 : 将 毒 重 白 提取 液 和 蛋白 浓度 
调整 为 279.44 pg/mL 参照 Harris 和 Angal(1995 ) 法 
按 1:2 体积 比例 与 0 预 冷 的 0.1 mol/L ERAR 
冲 液 (pH 5.0) 反 应 。 充 分 振荡 后 于 冰 浴 中 反应 5 
min;4%C 下 以 10 000 r/min 离心 10 min; 弃 上 清 , 用 
PBS 绥 冲 液 溶 解 沉淀 ,再 将 溶解 液 加 入 脱盐 柱 Micro- 
Bio-spin P-6 (Bio-Rad) 中 , 并 置 0C 下 以 3 200 r/min 
离心 4 min; 收集 洗 脱 液 。 
1.2.3 乙醇 沉淀 法 : 将 毒 蛋 白 提取 液 蛋 白 浓度 调 
整 为 279.44 ug/ml, Z Harris 和 Angal( 1995 ) 法 按 
1:1 体积 比例 和 - 30C 预 冷 的 无 水 乙醇 反应 ,适当 
振荡 后 在 -30%C 下 反应 10 min, 置 4%C 下 以 12 000 
r/min 离心 5 min, 弃 上 清 , EET KG E, XE FCIRE DL 
中 将 乙醇 抽 干 ,加 入 PBS 缓冲 液 溶解 沉淀 。 
1.2.4 WIRYA: 将 毒液 蛋白 浓度 调整 为 
168.33 pg/mL, 按照 Simpson(2004) 法 配制 100% 饱 
Ai EA EL CNH, 2, SO, ] 溶 液 ,将 饱和 硫酸 饮 溶 液 加 入 
毒液 粗 提 液 , 至 饱和 度 70% 后 充分 振荡 ,于 冰 浴 中 
反应 10 min;0%C 下 以 10 000 r/min 离心 15 min, FE 
清 ,用 PBS 绥 冲 液 溶 解 沉淀 ,再 将 溶解 液 加 入 脱盐 
柱 Micro-Bio-Spin P-6C Bio-Rad) 中 , 并 置 o% 下 以 
3 200 r/min 离心 4 min, 收集 洗 脱 液 。 
1.2.5 令 酸 锐 沉淀 法 + 加热 法 处 理 法 : 按照 1.2.4 
法 处 理 毒 液 后 于 A09C HA 10 mins 4°C 下 以 10 000 
r/min 离心 15 min; 取 上 清 。 
1.2.6 硫酸 铵 沉淀 法 + 分 子 大 小 截留 法 : 按照 
1.2.4 法 处 理 毒 液 后 ,选用 分 子 量 截留 范围 不 同 的 
超 滤 管 (millpore)YM-10、YM-50 和 YM-100( 滤 膜 截 留 
分 子 量 分 别 (10,50 和 100 kDa), 分 别 进行 超 滤 处 理 ， 
4% 下 以 6 000 r/min 离心 10 min 后 , 弃 离 心 管 ,将 滤 
头 倒置 于 新 的 1.5 mL 离心 管 中 ,用 PBS 缓冲 液 于 同 
样 离心 条 件 下 冲洗 膜 上 的 毒液 蛋白 ,收集 滤液 。 
1.3 ”毒液 蛋白 浓度 的 测定 

采用 Bradford(1976) 定 量 法 ,分 别 测定 毒 蛋 白 提 
取 液 和 各 分 离 方法 纯化 所 得 毒液 的 蛋白 含量 , 并 以 
牛 血清 白 蛋 白 (BSA) 为 标准 ,建立 标准 曲线 。 
1.4 菜 粉 蝶 晴 血细胞 延展 和 包 囊 力 的 测定 
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ds 2 Rb CS I 




















EE 





EDTA 2 g) 的 1.5 mL ZG PS ES O H 





胞 延展 率 考查 : (p 
Tii SEU 1 IIS) wed es 
[淋巴 30 uL. 将 1 
茶 基 硫 脲 (PTU) 饱 和 溶液 和 5 uL d 
菌 水 中 含 NaCl 0.9 g KCI 0.942 

















台 上 用 75% 的 酒 





























的 TC-100 E H 4 



































胞 培养 液 混合 , 尔 
孔 板 培养 板 中 ,每 孔 加 20 uL 混合 
等 体积 (1 pL) 的 各 提取 分 离 方 法 所 和 





K, 用 解剖 针 刺 破 
1 淋巴 加 入 含 5 uL 
抗 凝 液 C(100 mL 无 
g» CaCl, 0.082 g» 
P. EE 
后 分 别 加 入 96 
液 。 接 着 , 分别 将 




















与 150 uL 








El-EVME 


FERD BRN 
入 相应 的 孔 中 , 同时 设 加 等 体积 的 PBS 绥 冲 液 和 毒 











































































































































































































结果 


21 不 同 提取 分 离 方法 所 得 毒液 组 分 抑制 菜 粉 蝶 


血细胞 延展 的 











活性 比较 




















菜 粉 蝶 血 











细胞 延展 率 离 体 测定 结果 (图 








1) 表 


明 ,等 电 点 沉淀 法 等 7 种 毒液 提取 分 离 方法 所 得 组 














分 与 毒液 粗 提 液 一 样 , 不论 离 体 培养 处 理 0.5 


是 4h 均 能 抑 


PBS 处 理 的 对 照 血 旨 














LZ 











制 1 


























胞 则 能 正常 延展 并 形成 明 























h 还 


胞 延展 , 即 不 能 形成 伪 足 , 而 





显 的 



































































































































































































































液 粗 提 液 为 阴性 和 阳性 对 照 。 此 后 , 性 27% 细 胞 培 伪 足 。 
养 箱 中 分 别 培养 0.5 h 和 4 h 参照 张 忠 等 (2004) 在 方差 分 析 结 果 表 明 , 不 论 离 体 培养 处 理 0.5 h 
Lecia 倒置 显微镜 上 于 200 倍 下 随机 选 3 个 视野 观 ”还 是 4h, 不 同 提取 分 离 方法 所 得 毒液 组 分 在 抑制 菜 
察 血细胞 的 延展 , 计算 血细胞 延展 率 。 最 后 ,参照 。 粉 蝶 血 细胞 延展 的 活性 方面 具有 极 显著 差异 (0.5 
Zhang 等 (2005) 计 算 各 处 理 法 所 得 毒液 分 离 液 的 相 h: F = 573.77, df=7, 23, P=0.0001; 4h: 下 = 
对 活性 , 即 单位 Cng) 毒 液 蛋 白 组 分 的 血细胞 延展 抑 。 27727.24，4df 7, 23. P = 0.0001)。 与 毒液 粗 提 液 
HIC %/ng protein) =[( 阴 性 对 照 后 血细胞 延展 率 相 比 ,7 种 提取 分 离 方 法 中 等 电 点 沉淀 法 所 得 单位 
- 处理 后 血细胞 延展 率 )/ 阴性 对 照 后 血细胞 延展 。” 毒液 蛋白 组 分 抑制 菜 粉 蝶 血细胞 延展 的 活性 表现 最 
率 x 100]/ 毒 液 分 离 液 蛋 白 浓度 。 重 复 3 次。 强 , 其 次 是 乙醇 沉淀 法 ,硫酸 铵 沉淀 法 + YM-10 A WË 
血细胞 包 圳 率 考 查 : 血细胞 采样 和 毒液 分 离 液 。” 膜 的 分 子 大 小 截留 法 则 表现 最 弱 ( 表 1)。 就 3 种 分 
处 理 方法 同上 ,所 不 同 的 是 在 加 入 毒液 分 离 液 后 还 子 大 小 截留 法 分 于 





























向 每 孔 中 加 入 约 10 粒 Sephadex A-50 微 珠 。 同 时 ， 





设 分 别 加 等 体积 的 PBS 绥 冲 液 和 毒液 粗 提 液 为 阴 


性 和 阳性 对 照 。 此 后 ， 















































MT 


处 理 微 珠 被 

















28 
hb Z HK 5C 2004) YE. Lecia ffl 





























胞 培养 箱 中 培养 4 
显微镜 上 观察 各 








胞 的 包 占 粒 数 及 包 右 程度 , 计算 包 





SERA. ign, 





参照 Zhang 等 (2005) 计 算 各 处 理 法 




















所 得 毒液 分 离 液 相对 活性 , 即 单位 (ng) 毒 液 蛋 
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数 — ADE Jet fo 290 Hs E 3€ 38 2307 




















胞 包 才 抑制 率 (%) = (( 阴 性 对 照 后 1 
FE 对 照 后 血细胞 





BH H 








FJ III 
War 
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TEJA x 1000 ELA E LR 
1.5 SDS-PAGE 电泳 分 析 





参照 Laemmli(1970) 的 方法 ,分 别 





对 毒 蛋 





白 浓 度 。 重 复 3 次 。 


白 提取 














液 和 不 同 分 离 纯化 方法 获得 的 毒 蛋 























白 液 进 行 SDS- 


PAGE 电泳 分 析 , 其 中 分 离 胶 浓 度 为 10% 浓缩 胶 浓 








度 为 4%。 以 Mini-PROTEAN' 3 电泳 槽 (Bio-Rad ) 进 














ÍT 80V 恒 压 电泳 , 电泳 3 h 。 最 后 ,参照 Swain 和 














Ross( 1995) 法 进行 银 染 、 脱 色 。 
1.6 数据 分 析 








采用 DPS 数据 处 理 系统 (Version 8.500 E JA X. 
和 汉 明 光 ,2007) 以 Duncan’ s 新 复 极 差 法 分 析 比 较 




















各 种 提纯 分 离 方法 所 得 毒液 对 1 
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进行 反正 弦 乎 方 根 转换 。 





胞 延展 和 包 者 抑 
制 率 之 间 的 差异 显著 性 , 其 中 分 析 前 百分率 数据 先 
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比较 而 言 , 因 采 用 的 滤 膜 截留 蛋白 

















最 弱 , 说 明 表 现 强 活性 的 毒液 组 分 分 子 量 大 小 多 











10 kDa, 其 中 又 更 多 集中 于 接近 或 大 于 100 kDa。 
2.2. 不 同 提取 分 离 方法 所 得 毒液 组 分 抑制 菜 粉 蝶 








血细胞 包 囊 的 





活性 比较 


th YM-100 最 强 , YM-50 次 之 , YM-10 


大 于 














菜 粉 蝶 血 























细胞 包 吉 率 离 体 测定 结果 (图 
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分 与 毒液 粗 提 液 一 样 , 均 能 抑制 血细胞 对 异物 
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血细胞 数量 相对 为 多 。 


2) 表 
明 ,等 电 点 沉淀 法 等 7 种 毒液 提取 分 离 方法 所 得 组 







































































但 在 PBS 处 理 的 对 照 
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面包 计 并 出 现 黑 化 ,说 明 对 照 血 























包 嘻 作用 明显 


方差 分 析 结 果 表 明 , 离 体 培养 处 理 4h 后 ,毒液 
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=7; 23, P 20.000D. 7 种 提取 分 离 方法 中 ,条 
点 沉 演 法 所 得 单位 毒液 蛋 














方法 对 其 所 得 毒液 组 分 抑制 荣 粉 
活性 具有 极 显著 影响 









































白 组 分 扣 


制 菜 粉 蝶 1 








| 
TERM ERIE, 其 次 是 乙醇 沉淀 法 , 令 
沉淀 法 + YM-10 为 滤 膜 的 分 子 大 小 截留 法 则 表 : 
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弱 ( 表 1)。 就 3 种 分 子 大 小 截留 法 比较 而 言 ,其 结 
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图 1 不 同 提取 分 离 方法 所 得 蝶 师 金 小 蜂 毒 液 组 分 对 菜 粉 蝶 师 离 体 血细胞 延展 的 抑制 作用 


Fig. 1 Inhibitions of venom components isolated and extracted from Pteromalus puparum crude venom with 








different methods on the spreading of Pieris rapae hemocytes in vitro 
A: 等 电 点 沉淀 法 Isoelectric precipitation; B: 乙醇 沉淀 法 Ethanol precipitation: C: Big EE UCUETX Ammonium sulphate precipitation; D: 硫酸 铵 沉淀 
法 +40% 加 热处理 Ammonium sulphate precipitation + heating at 40C; E: 硫酸 铵 沉淀 法 + YM-10 滤 膜 截留 法 Ammonium sulphate precipitation + 
centrifugal exclusion of molecular size with YM-10 filter membrane: F: 硫酸 铵 沉淀 法 + YM-50 滤 膜 截留 法 Ammonium sulphate precipitation + 
centrifugal exclusion of molecular size with YM-50 filter membrane: G: 硫酸 铵 沉淀 法 + YM-100 滤 膜 截留 Ammonium sulphate precipitation + centrifugal 
exclusion of molecular size with YM-100 filter membrane: H: 毒液 蛋白 粗 提 液 Crude venom proteins: I: PBS 缓冲 液 ( 对 照 ) Phosphate buffered saline 








(PBS) served as the control .箭头 示 血 细胞 延展 形成 的 伪 足 The arrow indicates the spreading pseudopods of hemocytes. 标尺 Scale bar = 0.025 mm. 图 


2 同 The same for Fig. 2. 


2.3 不 同 提取 分 离 方法 得 毒液 组 分 的 SDS-PAGE 
电泳 分 析 

SDS-PAGE 电泳 分 析 结 果 ( 图 3) 表 明 , 与 毒液 粗 
提 液 相 比 ,7 种 提取 分 离 方法 中 , 以 等 点 沉淀 法 所 得 
组 分 相对 较 纯 , 主要 显示 3 条 谱 带 , 分子量 在 45 ~ 
116.2 kDa WHA; 乙醇 沉淀 法 次 之 ,主要 显示 有 5 
条 谱 带 ,分 子 量 在 24 ~ 116.2 kDa 范围 内 ; 饱和 硫酸 
铵 沉淀 法 + 40% 加 热处理 和 饱和 硫酸 氮 沉 淀 法 + 
YM-100 为 滤 膜 的 分 子 大 小 离心 截留 法 再 次 之 ,分 子 
量 也 集中 于 24 ~ 116.2 kDa 范围 内 。 其 他 方法 蛋白 
谱 带 组 成 与 毒液 粗 提 液 相 比 则 无 明显 的 差异 
(图 3)。 
































3 讨论 


本 文 就 蝶 肾 金 小 蜂 毒液 组 分 生物 活性 测定 结果 
(图 1~2, 表 1) 表明 ,等 电 点 沉淀 法 提取 分 离 得 到 组 
分 抑制 寄主 血细胞 延展 与 包 宫 的 活性 最 强 , 乙醇 沉 
淀 法 次 之 。 从 等 电 点 沉淀 法 等 7 种 方法 所 获得 的 毒 
TCR EI SDS-PAGE 电泳 谱 带 (图 3) 多少 来 看 , 以 等 
电 点 沉淀 法 所 得 组 分 相对 最 纯 , 乙醇 沉淀 法 次 之 。 
由 此 综合 认为 ,7 种 方法 中 以 等 电 点 沉淀 法 提取 分 
离 该 寄生 蜂 毒液 相 对 为 佳 。 但 从 等 电 点 沉淀 法 分 离 
组 分 的 SDS-PAGE 图 谱 来 看 ,至 少 仍 有 3 条 主要 谱 
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表 1 不 同 提取 分 离 方法 所 得 蝶 晴 金 小 蜂 毒 液 组 分 对 抑制 菜 粉 蝶 晴 离 体 血细胞 延展 和 包 圳 能 力 的 比较 
Table 1 Comparison of inhibition capability of venom components isolated and extracted from Pteromalus puparum 


crude venom with different methods on the spreading and encapsulation of Pieris rapae hemocytes in vitro 






































每 纳 克 毒液 组 分 延展 抑制 率 每 纳 克 毒液 组 分 包 吉 抑制 率 
毒液 蛋白 提取 分 离 方法 Spreading inhibitory ratio per ng Encapsulation inhibitory ratio per 
Isolation and extraction methods of venom proteins of venom components ( % ) ng of venom components ( 96 2 
0.5h 4h 4h 
等 电 点 沉淀 法 Isoelectric precipitation 64.15 + 3.50 aA 74.49 +0.69 aA 42.95 +7.91 aA 
乙醇 沉淀 法 Ethanol precipitation 18.38 + 0.40 bB 20.82 +0.06 bB 12.09 +1.12 bB 
饱和 硫酸 铵 沉淀 法 Ammonium sulphate precipitation 4.55 + 0.21 eE 5.17 + 0.11 eE 3.07 +0.34 dCD 
饱和 硫酸 铵 沉淀 法 + 40% 加 热 
Ammonium sulphate precipitation + heating at 40°C Tenia Oed ee 07D US 
饱和 硫酸 铵 沉淀 法 + 分 子 大 小 离心 截留 法 YM-10 0.13 + 0.10 fF 1.61 + 上 0.04 fF 0.65 x 0.17 eEF 
Ammonium sulphate precipitation + centrifugal YM-50 0.15 + 0.06 fF 5.26 x 0.07 eE 2.05 +0.73 dDE 
exclusion of molecular size YM-100 12.79 x 1.23 cC 20.07 x 0.18 cC 10.61 +2.67 bB 
毒 蛋白 提取 液 Crude venom proteins 0.45 + 0.01 fF 0.51 + 0.06 gG 0.30 +0.04 eF 





dpa APEZ + PREC =3)。 经 方差 分 析 和 Duncan 新 复 极 差 多 重 比较 分 析 结 果 表 明 , 同 一列 中 具 不 同 大 、 小 字母 的 数据 间 差 异 分 
别 达到 极 显著 (P < 0.01) 和 显著 水 平 (P< 0.05)。The data are expressed as mean + SD. In the same column data followed by the uppercase (P < 
0.01) and lowercase C P < 0.05) letters are significantly different according to ANOVA and Duncan’ s multiple range test. YM-10，YM-50，YM-100: 分 子 
量 截 留 范围 分 别 小 于 10,50 和 100 kDa. The molecular weight cut-off exclusion limits are below 10; 50 and 100 kDa» respectively. 


























图 2 不 同 提取 分 离 方 法 所 得 蝶 肾 金 小 蜂 毒液 组 分 对 菜 粉 蝶 肾 离 体 血细胞 包 嘻 的 抑制 作用 


Fig. 2 Inhibitions of venom components isolated and extracted from Pteromalus puparum crude venom with different methods 











on the encapsulation capability of Pieris rapae hemocytes in vitro 


带 , 还 未 完全 纯化 ,因此 要 真正 明确 何 种 组 分 具有 抑 ”用 柱 层 析 等 方法 进一步 纯化 。 
制 寄主 血细胞 延展 和 包 歧 活性 , 还 得 在 此 基础 上 利 从 以 醋酸 钠 缓 冲 液 调 节 pH 至 5.0 的 等 电 点 沉 
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图 3 ARERIA 27 S Pr 1898 M dr 7] ER RE CHR 2 I 
SDS-PAGE 分 析 
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of venom components isolated 


and extracted from Pteromalus puparum crude venom 
with different methods 

t: 乙醇 沉淀 法 Ethanol precipitation; 2: 等 电 点 沉淀 法 Isoelectric 
precipitation; 3: 毒液 蛋白 粗 提 液 Crude venom proteins; 4; WERE 
沉淀 法 Ammonium sulphate precipitation; 5: Wü RE ek vi yE Ik + YM-10 
滤 膜 截留 法 Ammonium sulphate precipitation + centrifugal exclusion of 
molecular size with YM-10 filier membrane; 6: MM EUL + YM-50 
DE EI M 1E Ammonium sulphate precipitation + centrifugal exclusion of 
molecular size with YM-50 filter membrane; 7: 硫酸 化 沉淀 法 + YM- 
100 滤 膜 截留 Ammonium sulphate precipitation + centrifugal exclusion 
of molecular size with YM-I00 filter membrane; 8: Wi N fk Yi WE Ik + 
40 乞 加 热处理 Ammonium sulphate precipitation + heating at 40'C . 
M: EHA T EPRE Protein molecular weight marker. 


淀 法 获得 毒液 组 分 表现 高 活性 可 知 , 蝶 肾 金 小 蜂 毒 
液 活性 组 分 等 电 点 偏 酸性 , 系 酸性 蛋白 ,这 与 Leluk 
等 (1989) 证 实 寄 生 蜂 毒液 蛋白 大 部 分 都 是 酸性 蛋白 
的 结论 是 相符 的 。 就 3 种 分 子 大 小 截留 法 获得 的 毒 
液 组 分 活性 比较 来 看 ,以 YM-100 滤 膜 截留 的 活性 
最 强 ,由 此 可 推断 该 寄生 蜂 毒 液 活性 组 分 天 然 分 子 
量 多 大 于 100 kDa; 

就 硫酸 铵 沉淀 法 而 言 ，Rivers 等 (2006) 分 别 用 
596 ,1596 ,2596 ,4096 ,65 96 , 80% , 90 96 FI 100 96 Mi E 
AE ULUE Hi Ma dd S dm 7] E Nasonia vitripennis 的 毒液 ， 
结果 发 现 仅 以 5% ,80% 和 100 96 Bii RR £z UL UE M £8 ^Y 
有 活性 ,其 中 以 80% 沉 淀 的 活性 为 最 高 ; 就 沉淀 组 
分 的 SDS-PAGE 电泳 并 经 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 的 
图 谱 来 看 ,5% 处 理 的 谱 带 与 毒液 粗 提 液 相似 ,而 后 
两 者 中 仅 各 有 4 和 2 条 谱 带 ,相对 较 纯 。 本 文 仅 选 
用 了 7596 硫酸 铵 对 蝶 师 金 小 蜂 毒 液 进行 了 沉淀 , 获 
得 的 组 分 表现 有 活性 ,但 从 其 SDS-PAGE 电泳 并 经 
银 染 的 图 谱 来 看 与 毒液 粗 提 液 相 似 , 即 说 明 纯 度 不 
高 。 至 于 沉淀 蝶 肾 金 小 蜂 毒液 的 硫酸 饺 浓 度 究竟 多 
少 合适 , 则 有 待 与 Rivers 等 (2006) 一 样 开展 系列 的 
浓度 比较 。 另 值得 一 提 的 是 Rivers 等 (2006) 采 用 了 
考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 显示 SDS-PAGE 电泳 谱 带 ,以 
判断 硫酸 铵 沉淀 组 分 的 组 成 与 纯度 ,这 容易 撼 盖 了 


那些 低 浓度 的 组 分 谱 带 ,因为 该 蛋白 染色 法 灵敏 度 
明显 低 于 银 染 法 ( 奥 斯 伯 等 ,2005)。 因 此 ,我 们 认为 
在 检测 毒液 提取 分 离 组 分 组 成 与 相对 纯度 时 采用 银 
染 法 更 合适 。 
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